The role of growth factors and cytokines in regulation of mammalian oocyte maturation by Marcollová, Kateřina
 
 
Univerzita Karlova v Praze 
Přírodovědecká fakulta 
  
Studijní program: Speciální chemicko-biologické obory 






Úloha růstových faktorů a cytokinů v regulaci meiotického zrání oocytů savců 
 





Vedoucí práce: MVDr. Radek Procházka, CSc. 
Ústav živočišné fyziologie a genetiky AV ČR, v. v. i. 
Laboratoř vývojové biologie  
 
Praha, 2020  
 
 
Děkuji svému školiteli MVDr. Radkovi Procházkovi, CSc. za odborné konzultace, 

















Prohlašuji, že jsem tuto bakalářskou práci vypracovala samostatně a že jsem uvedla všechny 
použité informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla předložena 
k získání jiného nebo stejného akademického titulu. 
 
Praha  
         






1 Úvod ................................................................................................................ 1 
2 Struktura ovariálního folikulu ......................................................................... 2 
3 I. meiotický blok ............................................................................................. 5 
3.1 Role folikulárních buněk ......................................................................... 5 
3.2 Cyklický AMP a jeho vliv na zastavení meiotického dělení ................... 5 
3.3 Funkce receptorů spřažených s G proteinem ........................................... 6 
3.4 Dráhy spouštěné cAMP při meiotickém arestu ....................................... 6 
3.5 Udržení oocytů v I. meiotickém bloku .................................................... 7 
3.6 Tvorba cGMP granulózními buňkami ..................................................... 9 
4 Znovuobnovení meiotického dělení .............................................................. 11 
4.1 Gonadotropiny a faktory podobné EGF ................................................ 11 
4.2 EGFR receptor ....................................................................................... 13 
4.3 Zvýšení cAMP po stimulaci LH ............................................................ 15 
4.4 MAPK dráha .......................................................................................... 15 
4.5 Snížení propustnosti mezerových spojů ................................................ 17 
4.6 CNP, aktivita NPR2 a následné snížení cGMP ..................................... 18 
4.7 Fosfodiesterázy ...................................................................................... 18 
4.8 Další procesy spouštěné při obnově meiotického dělení ....................... 19 
5 Růstové faktory ............................................................................................. 22 
5.1 FGF10 .................................................................................................... 22 
5.2 FGF2 ...................................................................................................... 23 
5.3 IGF-1 ...................................................................................................... 23 
5.4 LIF ......................................................................................................... 24 
6 Kultivační médium „FLI“ ............................................................................. 26 
7 Závěr ............................................................................................................. 27 





Rozmnožování je klíčové pro přežití druhu. Oocyty jsou ve folikulu blokovány v profázi I. 
meiotického dělení. Stimulací gonadotropiny folikul roste a oocyt získává kompetence. 
Vyloučení 1. polárního tělíska je znak obnovy dělení oocytu. V profázi I. je oocyt blokován 
vysokou hladinou cAMP, aktivující PKA, která fosforylací inhibuje MPF. NPR2 po vazbě 
CNP tvoří v granulózních buňkách cGMP, který difunduje do oocytu, kde inhibičně 
kompetuje s cAMP na PDE3A, čímž je udržován dostatek cAMP pro blokaci oocytu v profázi. 
LH a FSH vyplavené z hypofýzy spouští signální kaskádu, obnovující meiotické dělení. 
Syntézou AREG, EREG a BTC v somatických buňkách se aktivují EGFR a MAPK dráhy, 
které se podílí na snížení propustnosti mezerových spojů a snížení aktivity NPR2, čímž 
poklesne produkce i transport cGMP.  Do oocytu difunduje méně cGMP a aktivuje se PDE3A, 
hydrolyzující cAMP, díky čemuž se aktivuje MPF a obnoví se meiotické dělení. MAPK spolu 
s PI3K také zvyšují expresi Has2 a tím i produkci kyseliny hyaluronové, podílející se na 
expanzi kumulárních buněk a ovulaci oocytu. Využitím in vitro technik a kultivací oocytů 
s růstovými faktory a cytokiny, se zlepšuje zrání a růst oocytů, které vede ke kvalitnějším 
blastocystám. Médium FLI, kombinující FGF2, LIF a IGF-1, zvyšuje úspěšnost kultivace 
oocytů a kvalitu blastocyst u hospodářských zvířat.  Médium FLI představuje perspektivu pro 
in vitro kultivaci a fertilizace i v humánní medicíně. 
 




Reproduction is key for species survival. Oocytes are blocked in prophase I of meiosis in 
follicle. Gonadotropin stimulation leads to follicle growth and competent oocyte. First polar 
body extrusion is a sign of meiotic division resumption. Oocyte is blocked at prophase I by a 
high cAMP level, activating PKA, that inhibits MPF. CNP binds to NPR2, that stimulates the 
generation of cGMP in granulosa cells, which diffuses to oocyte where it competes with cAMP 
on PDE3A. LH and FSH released from pituitary gland initiates signaling cascade restoring 
meiotic division. Synthesis of AREG, EREG and BTC activates EGFR and MAPK pathways 
in somatic cells which contribute to reduction of gap junction permeability, lowering NPR2 
activity, that leads to reduction of cGMP production and transport. Less cGMP diffuses to 
oocytes, which leads to PDE3A activation and cAMP hydrolysis. This causes MPF activation 
and meiotic division resumption. MAPK together with PI3K participate on increasing 
production of hyaluronic acid, thereby cumulus cells expansion and oocyte ovulation. Oocyte 
maturation and growth is improved with utilization of in vitro technics and oocyte cultivation 
with growth factors and cytokines. FLI medium, combining FGF2, LIF and IGF-1, increases 
oocyte cultivation success and blastocyst quality of farm animals. FLI medium represents a 
perspective in in vitro cultivation and fertilization also in human medicine. 
 





ADAM a disintegrin and metallopeptidase 17  
AKT       proteinkináza B (synon. PKB) 
ANP  atrial natriuretic peptide  atriální natriuretický peptid 
AREG  amphiregulin    amfiregulin 
ATP  adenosin trisphosphate  adenosit trifosfát 
BNP  B-type natriuretic peptide  natriuretický peptid typu B 
BTC  betacellulin    betacelulin 
cAMP  cyclic adenosin monophosphate cyklický adenosinmonofosfát 
CDC25 cell division cycle phosphatase 25 fosfatáza CDC25 
Cdk  cyklin-dependent kinase   cyklin-dependentní kináza  
cGMP  cyclic guanosin monophosphate cyklický guanosinmonofosfát 
CNP  C-type natriuretic peptide  natriuretický peptid C 
EGF  epidermal growth factor  epidermální růstový faktor 
EGFR  epidermal growth factor receptor receptor epiderm. růstového faktoru 
ErbB       synonymum EGFR 
FGF  fibroblast growth factor  fibroblastový růstový faktor   
FGFR  fibroblast growth factor receptor receptor pro fibroblas. růstový faktor 
FSH  follicle-stimulating hormone  folikuly stimulující hormon 
GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
GnRH  gonadotropin-releasing hormone  
gp130  glycoprotein 130   glykoprotein 130 
GPCR  G protein-coupled receptor  receptor spřažený s G proteinem 
GPR       synonymum GPCR 
GVBD  germinal vesicle breakdown  rozpad zárodečného váčku 
Has2  hyaluronan synthase 2  hyaluronan syntáza 2 
HB-EGF heparin-binding EGF-like growth factor 
hCG  human chorionic gonadotropin choriový gonadotropin 
IGF  insulin-like growth factor  inzulinu podobný růstový faktor  
IGF-1R insulin-like growth factor 1 receptor 
LH  luteinizing hormone   luteinizační hormon 
LHR  luteinizing hormon receptor  receptor pro luteinizační hormon 
LIF  leukemia inhibitory factor  faktor bránící leukemii 
 
 
LIFR  leukemia inhibitory factor receptor receptor pro faktor bránící leukemii 
MAPK mitogen-activated protein kinase mitogenem aktivované proteinkinázy 
MEK  mitogen-activated protein kinase kinase (MAP2K)  
Mos  proto-oncogene serine/threonine-protein kinase mos 
MPF  maturation-promoting factor  faktor podporující zrání 
mRNA messenger ribonucleic acid  messengerová ribonukleová kyselina 
Nppb  natriuretic peptide precursor B  prekurzor pro natriuretický peptid B 
Nppc  natriuretic peptide precursor C  prekurzor pro natriuretický peptid C 
NPR2  guanylate cyclase B   guanylát cykláza B 
OHSS  ovarian hyperstimulation syndrome ovariální hyperstimulační syndrom 
PCOS  polycystic ovary syndrome  syndrom polycystických ovarií 
PDE  phosphodiesterase   fosfodiesteráza 
PI3K  phosphatidylinositol 3-kinase fosfatidylinositol-3-kináza 
PKA  protein kinase A   protein kináza A 
PKB  protein kinase B   protein kináza B 
PKC  protein kinase C   protein kináza C 
PLC  phospholipase C   fosfolipáza C 
PMSG  pregnant mare’s serum gonadotropin 
Ptgs2  prostaglandin-endoperoxide synthase 2  
RAF  rapidly accelerated fibrosarcoma kinase 
RAS  rat sarcoma small GTPase 
RT-PCR real-time polymerase chain reaction  
Ser  serine     serin 
SRC  proto-oncogene tyrosine – protein kinase Src 
STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 
TGF  transforming growth factor  transformující růstový faktor 
Thr  threonine    threonin 
Tyr  tyrosine    tyrosin 




Rozmnožování je jedna z důležitých potřeb pro přežití druhu. Vaječníky jako součást 
samičího reprodukčního traktu díky mnoha buněčným typům vytvářejí prostředí, ve kterém se 
ve folikulu nacházejí oocyty v I. meiotickém bloku. Po dosažení pohlavní dospělosti dochází 
pravidelně pod vlivem gonadotropinů k růstu a zvětšování folikulu, tvorbě antra a k dokončení 
prvního meiotického dělení oocytu.  
Na udržení oocytu v I. meiotickém bloku se podílejí různé molekuly a různé signální 
dráhy. Pochopením těchto molekulárních drah a mechanismů, které iniciují gonadotropiny, by 
se mohlo dosáhnout lepší úspěšnosti při asistované reprodukci. Využití definovaných 
kultivačních médií, obohacených o růstové faktory a cytokiny, by mohlo zlepšit in vitro 
kultivaci a fertilizaci, a tím zvýšit úspěšnost asistované reprodukce u hospodářských zvířat. 
Cílem této práce je popis struktury folikulu a jeho vývoje v kontextu oogeneze. Dále 
se práce zaměřuje na mechanismy udržující oocyt v profázi I během meiotického vývoje a 
následné signální dráhy a na molekuly, které se podílejí na obnově meiotického dělení po 
dosažení reprodukčního věku. Podrobněji se tato práce zaměřuje na vybrané růstové faktory a 





2 Struktura ovariálního folikulu 
Vaječníky představují jednu z částí samičího reprodukčního ústrojí. Obsahují velké 
množství ovariálních folikulů různých velikostí. Vývoj a tvorba zásoby tzv. primordiálních 
folikulů probíhá již během embryonálního vývoje. Oocyt nacházející se v 
nejmenším, primordiálním, folikulu je pozastaven v profázi meiózy I. Primordiální folikul 
obklopuje jedna vrstva granulózních buněk. V periodicky se opakujících cyklech část oocytů 
dozrává a většinou dochází k ovulaci jednoho nebo více oocytů. Preantrální neboli primární 
folikul obsahuje oocyt obklopený narůstajícím počtem granulózních buněk. Dalším 
fenotypově odlišným stádiem je antrální neboli sekundární folikul, jehož významným znakem 
je tvorba antra, které je vyplněné folikulární tekutinou. Okolo oocytu v tomto stádiu vzniká 
glykoproteinový obal známý jako zona pellucida (*Zhao & Dean, 2002). Největší antrální 
folikul se nazývá preovulační, někdy též označovaný jako Graafův folikul. Jedná se o nejvíce 
vaskularizovaný folikul, k jehož zvětšení došlo po příjmu velkého množství gonadotropinů. 
Graafův folikul je tvořen několika vrstvami kumulárních buněk okolo oocytu, který je částí 
v kontaktu s membrana granulosa, ta je tvořena přibližně 5-10 vrstvami buněk. Vnější vrstvy 
granulózních buněk vytvářejí pseudostratifikovaný epitel tvořící bazální laminu. Thekální 
buňky vně bazální laminy vytvářejí komunikační spojku, která je cévně zásobená. Folikuly 
stimulující hormon (FSH) a luteinizační hormon (LH) vyloučené z adenohypofýzy přecházejí 
krví přímo k thekálním buňkám a dále stimulují vývoj folikulu. Ovariální folikuly představují 
důležité místo tvorby steroidních molekul, které jsou následně upraveny na estrogen 









Komplexní struktura thekálních, granulózních a kumulárních buněk je propojena 
s oocytem pomocí mezerových spojů v jedno syncytium (Norris et al., 2008).  Mezerové spoje 
jsou typy mezibuněčných spojení, kdy hexamerní proteiny zvané konexiny tvoří kanálky, 
kterými mohou procházet malé molekuly. Na rozhraní oocytu a granulózních buněk se 
majoritně vyskytuje homomerní konexin 37 (Simon et al., 1997; Veitch, 2004). Mezi 
granulózními buňkami v dalších částech folikulu se nachází především konexin 43 (Norris et 
al., 2008).  
Velikost folikulů je druhově specifická a liší se i v rámci vývojového stádia folikulu. 
Myší preovulační folikul měří přibližně 400 μm, lidský preovulační folikul měří až 2 cm. 
S rostoucí velikostí těla savce pravděpodobně roste i nárok na vyšší koncentraci estrogenu, 
který je produkován buňkami folikulu. Ovšem zvětšování folikulu se děje především 
objemovým zvětšováním antra (Bächler et al., 2014). Na rozdíl od toho se velikost oocytů 
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pohybuje v poměrně jednotném rozmezí napříč druhy, a to přibližně od 70 μm u hlodavců do 
120 μm u člověka nebo u skotu (*van den Hurk & Zhao, 2005). 
 
Obr. 2 Struktura savčího preovulačního folikulu. Oocyt v profázi I je obklopen vrstvou 
kumulárních buněk, která částečně komunikuje s vrstvou granulózních buněk. Antrum vyplněné 
folikulární tekutinou odděluje somatické buňky. Převzato z Jaffe & Egbert (2017) a upraveno. 
 
Meiotické dělení má za cíl redukci chromozomální sady v gametách — z diploidní 
sady na haploidní. Meióza probíhá ve dvou děleních. V profázi I dojde k duplikaci 
chromozomů, tvorbě tetrád a formaci synaptonemálního komplexu. Následně proběhne 
crossing-over mezi homologními chromozomy. Ve fázi diplotene dochází k rozvolnění 
synaptonemálního komplexu a chromozomy se začínají separovat, nicméně stále zůstávají 
spojeny chiasmaty.  V této fázi se oocyt nachází od fetálního vývoje až do puberty, popřípadě 
u lidí až do nástupu menopauzy. Oocyt zastavený v profázi I obsahuje velké jádro, také 
nazývané zárodečný váček.  Jakmile přijde vlna LH, dojde k rozvolnění jaderného obalu, 
obnoví se meiotické dělení a první fáze meiózy končí tvorbou prvního polárního tělíska, ve 
kterém se nachází jedna sada chromozomů. Sekundární oocyt následně pokračuje 
v meiotickém dělení až do tvorby druhého dělícího vřeténka. Ve stádiu metafáze II dochází 
k ovulaci oocytu. Obnova a dokončení meiotického dělení nastane až pokud dojde k oplození 
oocytu spermií, poté se teprve vyloučí druhé polární tělísko. Tímto mechanismem se v oocytu 
získá haploidní sada chromozomů. Splynutí haploidního chromozomu oocytu a spermie dá 
vznik novému jedinci s diploidní chromozomální sadou. (*Bukovsky et al., 2005; *Cohen et 




3 I. meiotický blok 
3.1 Role folikulárních buněk 
Oocyt nacházející se v primordiálním nebo primárním folikulu nemá sám dostatečné 
kompetence k znovuzahájení meiózy. S tím, jak se oocyt dostává z profáze do metafáze, 
dochází ke zvýšení hladiny cyklin-dependentní kinázy 1 (Cdk1). Cyklin-dependentní kinázy 
se podílejí na regulaci buněčného cyklu. Cdk1 se jeví jako esenciální pro spuštění signální 
kaskády fosforylací fosfatázy 1 a následnou fosforylaci laminů A/C. Fosforylace těchto laminů 
je nutná pro rozvolnění jaderného obalu a rozpad zárodečného váčku (Adhikari et al., 2012).  
Když savčí oocyt vyjmeme z folikulu, dochází u něj ke spontánnímu znovuzahájení 
meiózy (Pincus & Enzmann, 1936). Po dobu, co se oocyt nachází uvnitř folikulu, je zadržen 
v profázi prvního meiotického dělení. Při aplikaci LH do intaktního folikulu se fosforyluje 
několik serinů (Ser) na konexinu 43 (Norris et al., 2008). Přerušení spojů mezi granulózními 
buňkami je dostatečné pro znovuzahájení meiózy. Somatické buňky a komunikace mezi nimi, 
představují důležité prvky v pozastavení dělení oocytu (Richard & Baltz, 2014). 
3.2 Cyklický AMP a jeho vliv na zastavení meiotického dělení 
Dlouhodobě uznávaným konceptem pro zastavení meiotického dělení oocytu je 
zvýšení koncentrace cyklického adenosinmonofosfátu (cAMP). Jedny z prvních studií 
přepokládaly, že cAMP je produkováno granulózními buňkami a dále difunduje přes 
mezerové spoje do oocytu (Dekel, 1988). Pozornosti neunikl fakt, že oocyt je schopen cAMP 
produkovat také sám (Bornslaeger & Schultz, 1985). 
Webb et al. (2002b) stimulovali kumulárně oocytární komplex pomocí FSH, díky 
kterému došlo k vyššímu nárůstu cAMP v oocytu. Při inhibici propustnosti mezerových spojů 
nedocházelo k transportu cAMP do oocytu a hladina cAMP v oocytu zůstala stejná, což 
nasvědčuje produkci cAMP v oocytu.  Do intaktního myšího oocytu uzavřeném ve folikulu 
byla injikována protilátka, která neprochází skrz mezerové spoje. Tato protilátka inhibuje Gs 
podjednotku G proteinu, která stimuluje adenylát cyklázu. Adenylát cykláza konverguje 
v oocytu ATP na cAMP. Tím, že došlo k rozpadu zárodečného váčku a tvorbě prvního 
polárního tělíska se jedná o důkaz, že oocyt je sám zdrojem cAMP, které je tvořeno adenylát 
cyklázou (Mehlmann et al., 2002). Předpokládá se, že u savců se jedná o univerzální a 
konzervovaný mechanismus (Gallo et al., 1995; DiLuigi et al., 2008). 
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3.3 Funkce receptorů spřažených s G proteinem 
Receptory spřažené s G proteiny (GPCR) se podílejí na udržení Gs podjednotky 
v aktivním stavu. Z rodiny GPCR je nejhojněji v myším oocytu zastoupena Gpr3 mRNA. 
Koncentrace Gpr3 mRNA v oocytu byla změřena 10x vyšší než v okolních granulózních 
buňkách (Mehlmann, 2004). Ačkoliv je GPR3 zatím zařazen mezi tzv. sirotčí receptory, zdá 
se, že jeho ligandem by mohl být sfingosin-1-fosfát (S1P) a sfingosin fosforylcholin (SPC) 
(Kostenis, 2004). Předpokládá se, že receptor konstitutivně aktivuje Gs podjednotku. 
Oocyty vložené do kultivačního média s S1P nebo SPC vykazovaly opožděné a 
inhibované dozrávání oproti kontrolní molekule, kterou byl sfingomyelin. O sfingomyelinu se 
ví, že není ligandem pro GPCR. Tyto experimenty naznačují, že GPR3 by mohlo být 
aktivováno ligandem lipidové povahy (Hinckley et al., 2005). 
Pro provádění genetických studií byl vytvořen knockoutovaný myší model, deficientní 
v genu Gpr3 (Gpr3-/-). Vaječníky těchto myší nevykazovaly žádné morfologické odlišnosti, 
ve velikosti či tvaru, v porovnání s wild type modelem (Gpr3+/+). Na druhou stranu většina 
knockoutovaných prepubertálních vaječníků obsahovala oocyt, který spontánně zahájil 
meiózu a nacházel se v metafázi I nebo II. Po injekci Gpr mRNA do Gpr3-/- oocytu k obnovení 
dělení nedošlo a oocyt zůstal pozastaven v profázi (Mehlmann, 2004). V dalším pokusu byla 
použita dvouvláknová interferující RNA pro snížení hladiny Gpr3 mRNA v oocytu, který se 
nacházel ve folikulu. Oocyt nebyl schopen zůstat v profázi a následně u něj došlo k obnovení 
meiózy (Mehlmann, 2005). Z těchto pokusů vyplývá, že funkce GPR3 je významná pro 
udržení oocytu v profázi.  
Při bližším testování Gs podjednotky na myších modelech bylo zjištěno, že GPR3 
působí přes Gs protein na α podjednotku, která z plazmatické membrány oocytu disociuje a 
přesouvá se do cytoplazmy. Při porovnání lokalizace Gαs podjednotky v oocytu 
v preantrálním a antrálním folikulu bylo rozložení podjednotky v obou stádiích stejné. Z čehož 
vyplývá, že GPR3 je aktivována již v prvních stádiích folikulogeneze. Porovnáním výsledků 
oocytu uzavřeného ve folikulu a oocytu bez kumulárních buněk bylo zjištěno, že pro aktivitu 
GPR3 není potřeba okolních folikulárních buněk (Freudzon et al., 2005).  
3.4 Dráhy spouštěné cAMP při meiotickém arestu 
Mechanismy, které kontrolují cyklus meiotického dělení v buňce závisí na regulaci 
maturation promoting factor (MPF). Tento komplex se skládá z katalytické podjednotky Cdk1 
a regulační podjednotky cyklin B. MPF musí být konstitutivně inhibován pomocí fosforylace 
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pro to, aby bylo meiotické dělení zastaveno. Této inhibice je možné dosáhnou regulací 
proteinu kinázy A (PKA), která je závislá na zvýšené hladině cAMP. PKA udržuje Cdk1 v 
neaktivní formě. V preovulačním myším oocytu PKA fosforyluje, a tím aktivuje kinázu 
Wee1B, která následně fosforyluje threonin 14 (Thr14) a tyrosin 15 (Tyr15) na Cdk1. Touto 
fosforylací dojde k inaktivaci Cdk1 a MPF komplex bude neaktivní. Oocyt díky této kaskádě 
bude zadržen v profázi (Han et al., 2005).  
Paralelně s tím PKA fosforyluje fosfatázu CDC25. U fosfatázy CDC25 byly nalezeny 
tři izoformy: A, B a C (Pirino et al., 2009).  U Xenopus sp. probíhá fosforylace CDC25C na 
Ser287 a u myší CDC25B na Ser321. Fosforylací dojde pravděpodobně ke konformační 
změně a na CDC25 vznikne vazebné místo pro protein 14-3-3β. Při fosforylaci proteinu 14-3-
3β je CDC25B odloučena do cytoplazmy a není jí dovoleno dostat se do jádra. Pokud se 
CDC25 nemůže dostat do jádra a kontrolovat aktivitu MPF, oocyt zůstane uvězněn v profázi 
meiózy I (Duckworth et al., 2002; Pirino et al., 2009). 
Pro obnovení meiotického dělení je potřeba defosforylovat Thr14 a Tyr15 na Cdk1. 
Toho je možné docílit nízkou koncentrací cAMP, které dále nebude aktivovat PKA. Tímto 
mechanismem se CDC25 stane aktivní, dojde k jejímu přenosu do jádra, kde defosforyluje 
aminokyselinové zbytky na Cdk1. Cdk1 se svojí aktivitou dále podílí na regulaci rozpadu 
zárodečného váčku (Pirino et al., 2009).  
3.5 Udržení oocytů v I. meiotickém bloku 
Proteiny, které oocyt využívá k tvorbě cAMP se syntetizuj výhradně v oocytu. U myší 
se ukázalo, že cAMP je produkováno samotným oocytem v koncentraci dostačující pro 
udržení meiotického arestu, ovšem u oocytů hospodářských zvířat není situace tak jasná. V 
savčím oocytu, který se vyjme z folikulu, postupně klesá hladina cAMP a oocyt není schopen 
se udržet v profázi a spontánně obnoví meiotické dělení. Na vysvětlení tohoto problému 
existují dvě hypotézy. 
První pohled více méně představuje již zmíněný mechanismu, že z granulózních buněk 
vychází signál, který je zapotřebí pro syntetizování molekuly druhého posla v oocytu. 
Rozšířením této hypotézy může být možnost, že cAMP, které je tvořeno v somatických 
buňkách difunduje do oocytu skrz mezerové spoje. Touto difúzí by cAMP z okolních 
somatických buněk přispívalo ke zvýšení koncentrace cAMP v oocytu. Prozatím víme, že při 
nedostatku cAMP produkovaného systémem GPR3-Gs v oocytu není množství cAMP ze 
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somatických buněk dostatečné pro zastavení meiotického dělení (Mehlmann, 2005; *Jaffe et 
al., 2017). 
Druhá hypotéza je založena na předpokladu působení fosfodiesteráz. Fosfodiesterázy 
hydrolyzují fosfodiesterovou vazbu v cyklických nukleotidech, cAMP je přeměňováno na 5´-
AMP, které v buněčné regulaci již nevykazuje vlastnosti druhého posla. Fosfodiesteráza, která 
zastává hlavní funkci při hydrolýze cAMP v oocytu je fosfodiesteráza 3A (PDE3A) 
(Masciarelli et al., 2004). Zároveň u PDE3A dochází ke kompetitivní inhibici molekulami 
cyklického guanosinmonofosfátu (cGMP). Pro inhibici PDE3A alespoň z 80 % je dostačující 
1-2 μM koncentrace cGMP uvnitř oocytu. cGMP je produkován somatickými buňkami a do 
oocytu se dostává difúzí přes mezerové spoje. V oocytu cGMP inhibuje aktivitu PDE3A, která 
by jinak hydrolyzovala cAMP a následně by došlo k obnovení meiotického dělení (Vaccari et 
al., 2009).   
Pro kvantitativní testování druhé hypotézy za fyziologických podmínek byla použita 
metoda Försterova rezonančního přenosu energie (FRET). Značené cAMP a cGMP bylo 
přeneseno do intaktního folikulu. Před aplikací LH byly mezerové spoje volně propustné pro 
cGMP, jehož difúzi bylo možné díky metodě FRET pozorovat. Po aplikaci carbenoxolone, 
což je inhibitor mezerových spojů anebo po přidání LH, který působí uzavření mezerových 
spojů, nedocházelo k difúzi cGMP z kumulárních buněk do oocytu. Následně došlo i ke 
snížení hladiny cAMP v oocytu  (Norris et al., 2008, 2009). 
 
Obr. 3 Difúze značeného cGMP v rámci folikulu. Porovnání situace před a po aplikaci LH 
v určitých časových intervalech. Rovnoměrně rozložená koncentrace cGMP před aplikací LH postupně 
klesá nejprve v granulózních, poté kumulárních buňkách, a nakonec v oocytu. Thekální buňky nejsou 
propojeny mezerových spoji s granulózními buňky, tudíž vykazují stále stejnou koncentraci cGMP. 
Převzato z Shuhaibar et al. (2015) a upraveno. 
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3.6 Tvorba cGMP granulózními buňkami 
Rodina natriuretických proteinů představuje hormony, které v těle řídí rozličné 
fyziologické pochody. Patří mezi ně atriální natriuretický peptid (ANP), natriuretický peptid 
typu B (BNP) a natriuretický peptid C (CNP). Některé z nich se podílejí na obnově 
meiotického dělení (*Potter et al., 2009). 
Jedním z receptorů pro natriuretické proteiny je guanylát cykláza B (NPR2), která tvoří 
cGMP. NPR2 se vyskytuje jako homooligomerní transmembránový protein skládající se 
z několika domén (Potter, 2011), který se nachází především (z ~97 %) v granulózních a 
v menší míře v kumulárních a thekálních buňkách (Shuhaibar et al., 2016). Npr2 mRNA se 
vyskytuje hlavně v kumulárních buňkách v blízkosti antra (M. Zhang et al., 2010). Na druhou 
stranu se pouze u skotu potvrdil výskyt NPR2 na membráně oocytu (Xi et al., 2018). 
Již dlouhou dobu je známo, že granulózní buňky produkují do folikulární tekutiny 
inhibitor zrání oocytu o velikosti ~2 kDa. Kritériím nejlépe vyhovuje CNP, které je tvořeno 
v granulózních buňkách, difunduje přes antrum folikulární tekutinou ke kumulárním buňkám, 
kde se váže na NPR2 (M. Zhang et al., 2010; Kawamura et al., 2011). Aktivování NPR2 je 
závislé na fosforylaci Ser a Thr na jedné z domén, defosforylací dochází k inaktivaci NPR2 a 
rychlému obnovení meiotického dělení oocytu (Potter, 2011; Shuhaibar et al., 2016). 
Defosforylace NPR2 je prováděna fosfatázami z rodiny PPP (Egbert et al., 2014). 
Hormony BNP a CNP se vyskytují v oběhové soustavě v několikanásobně nižší 
koncentraci než ve folikulární tekutině. Z toho můžeme usuzovat, že za fyziologických 
podmínek BNP a CNP přispívají u prasat k zastavení meiotického dělení parakrinní signalizací 
z folikulů (Zhang et al., 2015).   
Kultivací prasečího kumulárně oocytárního komplexu s CNP bylo možno dosáhnout 
zastavení oocytu v profázi meiózy I i po 44 hod (Zhang et al., 2015). M. Zhang et al. (2010) 
zjistili, že CNP, na rozdíl od ANP či BNP, bylo schopno zabránit spontánní obnově 
meiotického dělení oocytu, který se nacházel ve folikulu. Po označení CNP a BNP se ukázalo, 
že oba hormony se v prasečích folikulech váží s podobnou afinitou na NPR2. Z těchto 
poznatků vyplývá, že se na aktivaci NPR2 může podílet nejenom CNP, ale i BNP (Zhang et 
al., 2015). BNP a CNP po navázání na NPR2 zvyšují množství cGMP produkovaného NPR2 
v kumulárních buňkách. cGMP je produkováno v dostatečné míře na to, aby koncentrace 
cAMP v oocytu byla postačující k zadržení meiotického dělení po dobu 12 hod  (Zhang et al., 
2014, 2015; Xi et al., 2018).  
10 
 
Zastavení meiotického dělení v profázi I je událost, která u lidí může trvat až desítky 
let. Oocyt se nachází v komplexní struktuře ovariálního folikulu, kde mezi sebou komunikují 
různé buněčné typy. Molekuly cGMP, které jsou tvořeny NPR2 v granulózních buňkách 
difundují do oocytu, kde inhibují PDE3A. Dostatek cAMP je důležitý pro mnoho dílčích 
procesů, které zadrží oocyt v profázi meiózy I. Tento sled událostí se mění v okamžiku, kdy 




4 Znovuobnovení meiotického dělení  
Gonadotropní hormony v tělech savců se podílejí na vývoji pohlavních orgánů a 
pohlavních buněk. Zároveň se podílejí na tvorbě dalších pohlavních hormonů v gonádách. 
Mezi gonadotropiny, které vznikají v hypofýze, se řadí FSH a LH. Díky jejich činnosti dochází 
k růstu a zrání folikulu, ovulaci a tvorbě žlutého tělíska. V těhotenství je v placentě tvořen třetí 
gonadotropin, nazývaný choriogonadotropin (hCG) (Hillier, 2001). 
4.1 Gonadotropiny a faktory podobné EGF 
LH je heterodimer vznikající v hypofýze a skládající se z nekovalentně spojených α a 
β podjednotek cysteinovými můstky o velikosti ~29 kDa (*Palermo, 2007). Podjednotka α se 
skládá z 92 aminokyselin a β ze 120 aminokyselin (*Ezcurra & Humaidan, 2014). LH je 
syntetizován a sekretován pod kontrolou GnRH a po jeho zvýšené sekreci dochází k dokončení 
prvního meiotického dělení u oocytu zastaveného v profázi meiózy I (Tsafriri et al., 1972).  
hCG se vyskytuje jako heterodimer, který má velikost asi ~36,7 kDa a obsahuje 244 
aminokyselin (*Ezcurra & Humaidan, 2014). Ze sekvenční analýzy je zřejmé, že se jedná o 
homolog glykoproteinových hormonů. hCG hormon se podílí na udržení těhotenství tím, že 
pomáhá při placentaci a při brzkém embryonálním vývoji (Wu et al., 1994). 
LH se na membráně váže na receptor pro LH (LHR). LHR se asi 80-90 kDa velký a 
spadá do skupiny GPCR (*Segaloff & Ascoli, 1993). Tyto receptory se skládají 
z extracelulární domény, která váže hormon a sedmkrát membránou procházející doménou, 
která receptor kotví v membráně. Pomocí interakcí intracelulárních smyček se signál přenáší 
na G proteiny (*Dufau, 1998; *Palermo, 2007). Gs protein aktivuje adenylát cyklázu, tvorbu 
fosfatidylinositolu a inositol trisfosfátu nebo aktivuje mitogenem aktivovanou protein kinázu 
(MAPK). LH a hCG jsou strukturně podobné a s velkou afinitou se váží na LHR. mRNA 
kódující LHR byla u prasat detekována v kumulárních buňkách oocytu (Shimada et al., 2003). 
Zjištěný poločas života se u hCG pohybuje mezi 24-36 hod (Yen et al., 1968; *Cole, 2012) a 
u LH, respektive u rekombinantního LH, se pohybuje od 4 do 12 hod (Yen et al., 1968; le 
Cotonnec et al., 1998). Delší poločas života hCG vede k větší vaznosti a stabilitě při navázání 
na LH/hCG receptor (*Theofanakis et al., 2017). LHR se nachází majoritně na thekálních a 
granulózních  buňkách (*Ascoli et al., 2002). 
FSH, stejně jako LH je syntetizován gonadotropními buňkami v hypofýze. Jedná se o 
glykoproteinové hormony, které na své proteinové struktuře mají navázané uhlovodíkové 
zbytky jako fruktóza, manóza, galaktóza, acetylglukosamin a kyselina N-acetylneuraminová. 
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Poločas života FSH molekuly v plazmě se pohybuje okolo 150 min a receptory pro FSH se 
nacházejí především na granulózních buňkách. Thekální a granulózní buňky jsou schopny 
syntézy androgenů a estrogenů (*Palermo, 2007). FSH je důležitý gonadotropin pro kultivaci 
prasečích oocytů, jelikož bez něj nedochází k dostatečné expanzi folikulu a tvorbě antra. 
Kombinací FSH a LH je možné dosáhnout velkého počtu kompetentních oocytů, které se 
mohou po oplození vyvinout do stádia blastocysty. FSH je nezbytný pro formování 
preantrálního folikulu, oocytu se schopností obnovit zrání a dále se embryonálně vyvíjet. 
Kombinací FSH a LH je možné získat oocyty lepší kvality (Shimada et al., 2003), které jsou 
po obnovení dělení schopné kvalitnějšího embryonálního vývoje (Wu et al., 2007). 
Rodinu EGF a jemu podobných faktorů u savců tvoří: epidermální růstový faktor 
(EGF), transformující růstový faktor alfa (TGF-α), heparin vázající epidermálnímu proteinu 
podobný růstový faktor (HB-EGF), betacelulin (BTC), epiregulin (EREG), amfiregulin 
(AREG), epigen a komplex neuregulinů (NRG1-6) (*Yarden & Sliwkowski, 2001). 
LH působí krátkodobou a dlouhodobou expresi epidermálních růstových faktorů 
AREG, EREG a BTC. Tyto faktory jsou pomocí autokrinní anebo parakrinní signalizace dále 
schopny přenášet signál implikovaný LH. Faktory podobné EGF jsou exprimované jako 
transmembránové formy (Park et al., 2004), které jsou proteolyticky odštěpeny 
metaloproteázami z rodiny ADAM. U prasat byla v kumulárních buňkách detekována  mRNA 
metaloproteázy ADAM17 (Yamashita et al., 2009) a u skotu se nacházela především 
v granulózních a thekálních buňkách (Li et al., 2009).  
Betacelulin (BTC) je jeden z faktorů podobných EGF, který je přibližně 32 kDa velký 
a vzniká podobně jako ostatní faktory podobné EGF proteolytickým odstřižením prekurzoru 
od membrány. BTC byl popsán při kultivaci kultury nádorů myších pankreatických β buněk 
(Shing et al., 1993).  
Epiregulin (EREG) byl izolován z myších fibroblastových národových buněk. Jedná se 
o faktor podobný EGF, který má částečně shodnou aminokyselinovou sekvenci s ostatními 
faktory podobnými EGF. EREG je polypeptid o délce 46 aminokyselin, který se váže na EGF 
receptor (Toyoda et al., 1995). 
Amfiregulin (AREG) byl izolován z lidských nádorových buněk prsu. Jedná se o 162 
aminokyselin dlouhý homolog epidermálního růstového faktoru o velikosti asi 18,8 kDa. 
AREG se váže na EGF receptor (Shoyab et al., 1989).  
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Faktory podobné EGF se váží na homo- a heterodimerní receptory z rodiny EGF 
receptorů (EGFR), např.: ErbB1 (Park et al., 2004). 
4.2 EGFR receptor 
Signál faktorů podobných EGF je do buňky zprostředkován pomocí 
transmembránových receptorů rodiny EGFR (ErbB1, ErbB2, ErbB3, a ErbB4) (*Yarden & 
Sliwkowski, 2001), skládajících se z extracelulární domény s dvěma cysteinovými zbytky, 
transmembránové a cytoplazmatické domény, která obsahuje konzervovanou oblast 
s tyrozinovými kinázami. (*Sanderson et al., 2006). Receptor po dimerizaci a autofosforylaci 
v cytoplazmě aktivuje další přenos signálu. Předpokládá se, že GPCR se podílejí na fosforylaci 
EGFR, čímž zprostředkovávají jeho aktivaci (*Holbro & Hynes, 2004). 
EGF se váže pouze na receptory ErbB1. Do první skupiny podle vazebné specificity 
můžeme zařadit EGF, TGF-α, AREG, které se váží specificky na ErbB1. Do druhé skupiny se 
řadí BTC, HB-EGF a EREG, které vykazují afinitu k ErbB1 a ErbB4 (Johnson et al., 1993; 
Riese et al., 1998). Třetí skupina obsahuje neureguliny. Pro ErbB2 prozatím nebyl nalezen 
žádný vysoce specifický ligand (*Holbro & Hynes, 2004). 
Signální dráhy iniciované faktory podobnými EGF se různými cestami stýkají na 
EGFR. Většina faktorů podobných EGF pravděpodobně působí skrze kumulární buňky, 
jelikož se zde vyskytuje mRNA ErbB1, pomocí které je kódován receptor pro vazbu AREG 
(Zamah et al., 2010). Není ovšem vyloučeno, že zásoba prekurzorů faktorů podobných EGF 
se nachází na povrchu  granulózních buněk ještě před působením LH (*Conti et al., 2006). 
Již po 30 min od podání LH je možné pozorovat nástup fosforylace na EGFR, která je 
způsobena de novo syntézou faktorů podobných EGF nebo jejich využitím z intracelulárních 
zásob. K expresi AREG a EREG a poté BTC mRNA došlo mezi 30 min až 3 hod po aplikace 
LH nebo hCG, maximem po 2 hod (Park et al., 2004; Panigone et al., 2008; Hsieh et al., 2011) 
a hCG u koní vyvolá po 36h zvýšení EREG mRNA (Li et al., 2009). Místy s největší expresí 
těchto genů jsou granulózní buňky preovulačních folikulů (Park et al., 2004; Li et al., 2009). 
Stimulací gonadotropiny došlo mezi 20 a 40 hod u koní a u skotu k zvýšení Areg, Ereg a 
Adam17 mRNA v  granulózních a thekálních buňkách (Li et al., 2009; Sayasith et al., 2013). 
Vystavení myších a krysích folikulů působení AREG a EREG mělo stejný výsledek na 
expresi mRNA jako působení LH, po kterém následovala obnova meiotického dělení (Park et 
al., 2004; Ashkenazi et al., 2005). Zdá se, že faktory podobné EGF budou působit podobným 
způsobem i mezi druhy. Při působení LH došlo k rozvolnění zárodečného váčku za 4 hod, ale 
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přidáním samotného AREG a EREG se dosáhlo stejného výsledku po 2 až 3 hod (Park et al., 
2004; Norris et al., 2010). Rozdíl ve zkrácení doby působení exogenních růstových je dán tím, 
že růstové faktory nemusí být syntetizovány, jako při aplikaci LH, ale působí v signální dráze 
bezprostředně po přidání do média a po vazbě na příslušný receptor. 
EREG, stejně jako LH a EGF, ovšem s nižší účinností, je schopen navodit expresi 
Ptgs2, HAS2 mRNA, které se podílejí na syntéze extracelulární matrix při expanzi 
kumulárních buněk. Tyto proteiny jsou důležité pro produkci a zadržení kyseliny hyaluronové 
v krysím folikulu a v prasečím kumulárně oocytárním komplexu. Schopnost expanze 
kumulárních v důsledku aplikace EGF je přímo úměrná velikosti folikulu. (Procházka et al., 
2000; Ashkenazi et al., 2005). 
Po aktivaci EGFR může být signál přesměrován přímo na MAPK1/3, ale 
pravděpodobně se na regulaci podílejí i další dráhy (Hsieh et al., 2011), kdy EGFR iniciuje 
částečné uzavření mezerových spojů a snížení cGMP v granulózních buňkách (Norris et al., 
2010; Wang et al., 2013), snížení Npr2 mRNA kumulárně oocytárnímu komplexu (Liu et al., 
2014), nebo zvýšení intracelulární koncentrace Ca2+ v kumulárních buňkách (Wang et al., 
2013). 
mRNA kódující EGFR, o velikosti 170 kDa, byla detekována v kumulárních buňkách 
z různých stádiích folikulárního vývoje. Ovšem pouze EGFR z velkých antrálních folikulů (> 
6 mm) jsou aktivovatelné fosforylací na tyrozinech, iniciované vazbou EGF. Kultivací 
kumulárně oocytárního komplexu z preantrálních folikulů s FSH se dosáhlo stejného stavu 
EGFR na kumulárních buňkách, který se normálně vyskytuje na kumulárních buňkách ve 
velkých antrálních folikulech. Zároveň se kultivací oocytárně kumulárního komplexu s FSH 
a EGF se dosáhlo lepšího výsledku expanze kumulárních buněk, z čehož vyplývá, že FSH je 
u prasat důležité pro expanzi kumulárních buněk (Prochazka et al., 2003).  
Používáním specifických inhibitorů dochází k prosazení názoru, že gonadotropiny 
spouští signální kaskádu, kde EGF a jemu podobné faktory působí jako ligandy přes 
tyrozinkinázové receptory rodiny EGFR. Dimerizací se aktivují kinázy, které vedou 
k fosforylaci tyrozinů na cytoplazmatické části EGFR a tím dochází k ovlivnění buněčných 
procesů pro obnovu meiotického dělení oocytu (Hsieh et al., 2011). Rychlý nástup aktivace 
EGFR se zdá být důležitým krokem k obnovení meiotického dělení oocytu (Panigone et al., 
2008; Hsieh et al., 2011). 
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4.3 Zvýšení cAMP po stimulaci LH 
Přidání LH do kultivačního média dochází při kultivaci intaktního folikulu k rozpadu 
zárodečného váčku a k obnově meiotického dělení oocytu. K obnově dělení dochází také po 
přidání hCG nebo FSH. Signál LH je přenesen přes Gαs podjednotku na adenylát cyklázu, 
která tvoří cAMP (Tsafriri et al., 1972). Z toho plyne, že nárůst koncentrace cAMP 
představuje spolehlivý znak obnovy meiotického dělení (Webb et al., 2002a).  
LH působí na GPCR, a to může způsobit dvě různé vlny cAMP. Krátkodobou stimulací 
receptorů na povrchu buněk vzniká první vlna cAMP, zatímco dlouhodobá tvorba cAMP je 
závislá na internalizaci komplexu GPCR s ligandem do buňky. Folikul stimulovaný LH  
vykazoval nárůst intracelulární koncentrace cAMP u krys (Tsafriri et al., 1972) a u myší 
především v kumulárních a granulózních buňkách (Lyga et al., 2016). Oocyty, které byly 
stimulovány LH a následně opláchnuty, reverzibilně vykazovaly druhou vlnu cAMP 
signalizace, pozorovatelnou ve všech buněčných typech okolo oocytu. Předpokládá se, že se 
jedná o přetrvávající stimulaci produkce cAMP po internalizaci LH receptoru do 
intracelulárního prostoru. Tímto způsobem pravděpodobně dochází k přenosu signálu z LHR 
a navození obnovy meiotického dělení (Lyga et al., 2016). 
Stimulací kumulárně oocytárního komplexu fetálním hovězím sérem a gonadotropiny, 
dochází u skotu po 3 hod k nárůstu koncentrace cAMP a po 7 hod dosahuje koncentrace 
maxima (Luciano et al., 2004). Kultivací prasečích oocytů v médiu s FSH a LH dochází ke 
kontinuálnímu nárůstu koncentrace cAMP v oocytu obklopeném kumulárními buňkami. Po 8 
hod kultivace je koncentrace cAMP nejvyšší a dramaticky klesá po 12 hodinách (Shimada & 
Terada, 2002).  
Nárůst koncentrace cAMP v somatických buňkách okolo oocytu vede skrze signální 
dráhy ke snížení koncentrace cAMP v oocytu, což má za následek obnovu meiotického dělení. 
Tento proces byl pozorován napříč různými druhy.  
4.4 MAPK dráha 
Signalizace pomocí G proteinů se podílí na regulaci MAPK drah. Rodina G proteinů 
se dělí do čtyř tříd (Gs, Gi, Gq, G12), které různými mechanismy regulují MAPK1/3, MAPK14, 
MAPK7, MAPK8 a MAPK12. Gsα přenáší signál k adenylát cykláze, která je schopna 
konverze ATP na cAMP, které aktivuje PKA (*Goldsmith & Dhanasekaran, 2007).  
MAPK jsou rozšířená rodina kináz podílející se na buněčných pochodech jako je např. 
mitóza, buněčná diferenciace nebo proliferace. Na regulaci meiotického dělení oocytu se 
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podílejí malé GTPázy, které fosforylací aktivují MAP3K, MAP2K až MAPK. MEK 
představuje jednu z MAP2K vyskytující se v granulózních buňkách i oocytu (Su et al., 2002). 
Kromě aktivace MAP2K může dojít k stimulaci MAPK přímo MAP3K. Touto kinázou je 
protein Mos v kumulárně oocytárním komplexu (Su et al., 2002) a RAS/RAF v granulózních 
buňkách (Verlhac, 2000; Prochazka et al., 2019). 
LH a FSH v kumulárních a granulózních buňkách u prasat aktivovaly — skrze další 
dílčí signální dráhy — MAPK1/3 (Cameron et al., 1996; Prochazka and Nemcova, 2019), 
čímž došlo k nárůstu Has2 a Ptgs2 mRNA, které jsou nezbytné pro expanzi kumulárních 
buněk (Yamashita et al., 2007).  V kontrolním médiu bez FSH zůstala aktivita MAPK1/3 na 
bazální úrovni po celou dobu kultivace (Prochazka et al., 2019). U myší MAPK1/3 byly 
nalezeny jak v oocytu, tak ve folikulu (Sela-Abramovich et al., 2005) a k fosforylaci 
MAPK1/3 a MAPK14 (Liu et al., 2010) majoritně docházelo v granulózních buňkách 
(Panigone et al., 2008). Inhibicí MAPK1/3 pomocí U0126 se snížila exprese Has2 a Ptgs2 
mRNA, ale snížení cAMP v granulózních buňkách nenastalo a kumulární buňky zůstaly těstě 
spojeny s oocytem i folikulárními buňkami. (Su et al., 2003). Omezení expanze kumulárních 
buněk způsobilo také porušení aktivity MAPK14 (Liu et al., 2010). 
Vytvořením mutantních myší (Areg-/- Egfrwa2/wa2 a Egfrdelta/f Cyp19-Cre) bylo zjištěno, 
že LH iniciuje fosforylaci MAPK1/3 a MAPK14 po 30 min od aplikace, s maximem po 2 hod 
ve folikulu a granulózních buňkách (Liu et al., 2010; Hsieh et al., 2011). Použitím 
fyziologických koncentrací FSH (100 ng/ml) a LH (10 ng/ml) došlo i u prasete k aktivaci 
MAPK1 v cytoplazmě a k aktivaci MAPK1/3 v jádře granulózních buněk (Cameron et al., 
1996). U myší bylo potvrzeno, že aktivita MAPK v kumulárních buňkách je důležitá pro 
obnovu meiotického dělení (Su et al., 2002), což bylo potvrzeno i u prasat kdy již po několika 
minutách po stimulaci gonadotropiny byla pozorována  aktivita MAPK1/3 v kumulárních 
buňkách, která přetrvávala po 42 hod (Prochazka et al., 2019) a zároveň přibližně po 2 hod od 
začátku kultivace došlo k translokaci MAPK do jádra (Cameron et al., 1996). 
MAPK aktivita nebyla pozorována v oocytech myší deficientních v genu MOS (MOS-
/-), které byly stimulovány gonadotropiny. Na rozdíl od toho byla MAPK v kumulárních 
buňkách aktivována ještě před aplikací gonadotropinů. Inhibicí MAPK aktivity v MOS-/- 
nedošlo k rozpadu zárodečného váčku (Su et al., 2002) a snížená fosforylace MAPK1/3 vedla 
k redukci jaderného i cytoplazmatického zrání v oocytu (Mo et al., 2014). 
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Aktivaci MAPK1/3 je možné navodit také pomocí AREG (Prochazka & Nemcova, 
2019) a EGF (Cameron et al., 1996), které stimulují aktivitu EGFR. Přidáním inhibitoru 
AG1478 proti EGFR došlo ke snížení aktivace MAPK1/3. Tyto poznatky naznačují, že 
k aktivaci MAPK dráhy dochází až po EGFR (Su et al., 2003; Hsieh et al., 2011). Na udržení 
aktivity MAPK1/3 se pravděpodobně nepodílí pouze jedna dráha, ale více paralelních drah, 
jako např. PDE3A (Hsieh et al., 2011) nebo SRC a PKC, které jsou u prasat stimulovány 
pomocí FSH (Prochazka et al., 2019) a aktivují EGFR (Liu et al., 2010), ale zároveň s tím je 
nutná de novo syntéza faktorů podobných EGF (Prochazka et al., 2019). 
Načasování spuštění MAPK1/3 drah pomocí gonadotropinů a cytokinů je při in vitro 
kultivaci důležitý bod pro správné zrání oocytu a aktivaci expanze kumulárních buněk (Yuan 
et al., 2017).  
4.5 Snížení propustnosti mezerových spojů 
LH snižuje propustnost a vodivost mezerových spojů mezi granulózními buňkami 
(Sela-Abramovich et al., 2005; Norris et al., 2008). Konexin 43 je u prasat exprimován 
především v granulózních a kumulárních buňkách (Itahana et al., 1996). 
Příčinou snížení propustnosti je u hlodavců fosforylace serinů na konexinu 43 pomocí 
MAPK1/3 (Sela-Abramovich et al., 2005) a MAPK14 (Hsieh et al., 2011). U prasat se na 
fosforylaci konexinu 43 pravděpodobně podílí jiné než MAPK dráhy (Shimada et al., 2001). 
Předpokládá se, že MAPK1/3 dráha je závislá na působení EGFR (Panigone et al., 2008), 
jelikož po inhibici EGRF nedochází k rozpadu zárodečného váčku a zároveň se snižuje cGMP, 
což ovlivňuje další dráhy pro obnovu meiotického dělení (Norris et al., 2010). 
Maximální fosforylace serinů na konexinu 43 se objevovala mezi 0,5-1 hod od aplikace 
LH u myší (Sela-Abramovich et al., 2005). Nárůst množství konexinu 43 předcházel 
fosforylaci konexinu 43 ve vnějších vrstvách kumulárních buněk u prasat, která byla 
pozorována po 28 hod kultivace (Shimada et al., 2001). Přidáním carbenoxolone, inhibitoru 
pro mezerové spoje došlo k jejich blokování v neporušeném myším folikulu. Paradoxní se zdá 
být fakt, že LH působí rozvolnění zárodečného váčku i při propustnosti mezerových spojů 
(Sela-Abramovich et al., 2005). 
Zdá se, že obnova meiotického dělení se u prasat odvíjí od snížení množství konexinu 
43 ve vnějších vrstvách a fosforylaci konexinu 43 ve vnitřních vrstvách granulózních buněk 
(Shimada et al., 2001). Ale zároveň i přerušením MAPK a EGFR dráhy stále dochází k obnově 
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meiotického dělení, pravděpodobně dalšími drahami spouštěnými LH a FSH (Norris et al., 
2008; Hsieh et al., 2011). 
4.6 CNP, aktivita NPR2 a následné snížení cGMP 
Koncentrace CNP a BNP byly zvýšeny ve folikulární tekutině folikulů velkých 3-6 
mm. Kultivací oocytů, izolovaných z malých folikulů (3-6 mm), s 100 ng/ml BNP a CNP 
došlo ke zlepšení vývojových kompetencí oocytů a následnému vývoji blastocyst. Nppb a 
Nppc mRNA byla detekována v granulózních buňkách folikulů všech velikostí a fyziologické 
koncentrace BNP se pohybovaly okolo 60 ng/ml a CNP 35 ng/ml ve folikulu. BNP i CNP 
inhibovaly aktivaci kumulárně oocytárního komplexu (Zhang et al., 2017).  
Pokles koncentrace CNP (až o 90 %) je pomalejší proces objevující se až po 2, 
respektive 4 hodinách od aplikace LH nebo hCG (Kawamura et al., 2011; Egbert et al., 2014). 
Množství NPR2 proteinu po aplikaci LH neubývá, ale pravděpodobně dochází k jeho 
inaktivaci pomocí defosforylace, která může být iniciována zvýšením intracelulárního Ca2+ 
a/nebo aktivací PKC (Robinson et al., 2012).  
LH, hCG nebo AREG snížily množství Nppb a Nppc mRNA v granulózních buňkách 
a následně i syntézu těchto proteinů (Kawamura et al., 2011). LH a AREG zároveň redukovaly 
množství Npr2 mRNA v kumulárních buňkách. Poklesem dostupnosti ligandu CNP pro NPR2 
dochází ke snížení koncentrace cGMP v oocytu a následně k obnově meiotického dělení. 
(Norris et al., 2010; Robinson et al., 2012; Zhang et al., 2014). 
CNP může být použito jako inhibitor obnovy spontánního nebo předčasného zrání 
oocytu a tím dává prostor na synchronizaci jaderné a cytoplazmatické kompetence oocytu, 
izolovaných z předpubertálních samic. Zlepšení kultivačních podmínek oocytů při in vitro 
fertilizaci by mohl napomoci právě mezidruhově potvrzený koncept funkce CNP. 
4.7 Fosfodiesterázy 
Folikul exprimuje značné množství fosfodiesteráz, enzymů zodpovědných za 
hydrolýzu cyklických nukleotidů. Ačkoliv se nejvíce ve folikulu vyskytuje Pde1a mRNA, 
důležitou úlohu má PDE5A. Po aplikace LH dochází fosforylací ke zvýšení aktivity PDE5A 
(Egbert et al., 2014) a tím i ke zvýšené hydrolýze cGMP (Egbert et al., 2016). Kromě 
defosforylace a snížené aktivity NPR2 představuje fosforylace a nárůst aktivity PDE5A další 
mechanismus, který se podílí na poklesu hladiny cGMP v somatických buňkách folikulu. 
LH indukované snížení koncentrace cGMP v somatických buňkách, vede ke snížení 
cGMP v oocytu, a to působí zvýšenou aktivitu PDE3A (Vaccari et al., 2009). Regulací PKA 
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je aktivita PDE3A také zvýšena a dochází v oocytu ke snížení cAMP dostatečně na to, aby 
došlo k rozvolnění zárodečného váčku (Norris et al., 2009). 
U deficientních myší v tomto genu nebo inhibicí PDE3A byla hladina cAMP v 
izolovaných oocytech zvýšená a nedošlo u nich k obnově meiotického dělení (Masciarelli et 
al., 2004). Pro znovuzahájení meiotického dělení je potřeba aktivita různých fosfodiesteráz. 
4.8 Další procesy spouštěné při obnově meiotického dělení  
LH a FSH mohou přes fosfolipázu C (PLC), PKC nebo fosfatidylinositol-3-kinázu 
(PI3K) v granulózních buňkách aktivovat MAPK dráhu (Ito et al., 2010). FSH při obnově 
meiotického dělení u prasat je schopno navodit hydrolýzu fosforylované formy 
fosfatidylinositolu, čímž se aktivuje PKC (Su et al., 1999). U skotu je situace jiná, aktivita 
PI3K blokovala zrání oocytu, ale další životaschopnost oocytu tvořit blastocystu ovlivněna 
nebyla (de Souza et al., 2018). 
Gonadotropiny jsou schopny navodit zvýšení koncentrace Ca2+, které může působit 
jako druhý posel v buněčné signalizaci. Ke zvýšení Ca2+ může dojít buď mobilizací 
intracelulárních zásob (Su et al., 1999) nebo influxem přes membránu z extracelulárního 
prostředí (Flores et al., 1998). PI3K se pravděpodobně do značné míry podílí na obnovení 
meiotického dělení u prasat (Park et al., 2011). 
Některé studie tuto aktivační dráhu nepodporují (Webb et al., 2002b) a u některých 
studií se zdá, že Ca2+ není nezbytný pro aktivaci oocytu ani pro zvýšení vnitrobuněčného pH 
(Ruddock et al., 2001), ale další vývoj oocytu je následně do značné míry omezen (Wang et 
al., 1999). Zdá se, že signalizace pomocí Ca2+ je důležitá pouze pro správný vývoj prvojádra 
(Ruddock et al., 2001). 
Z těchto informací můžeme usoudit, že další dráhy podílející se na obnově meiotického 





Obr. 4 Schéma signální kaskády při obnově meiotického dělení. Po vyloučení gonadotropinů 
z hypofýzy dochází k jejich vazbě na receptor pro luteinizační hormon (LHR). Jeho aktivitou se spouští 
dvě různé reakce podjednotek receptorů spřažených s G proteiny. Gi nebo Gq spouští aktivitu 
fosfolipázy C (PLC), která tvorbou druhých poslů, inosito-3-fosfát (IP3) a diacylglycerol (DAG), 
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zvyšuje koncentraci Ca2+ v kumulárních buňkách. Gs podjednotka spouští adenylát cyklázu, tvořící 
cAMP, které difunduje skrze mezerové spoje do kumulárních buněk, čímž se spouští další část signální 
kaskády. EGF receptor je aktivován faktory podobnými EGF (EREG, AREG, BTC), případně také 
protein kinázou B (PKB). Během několika minut dojde díky zvýšené aktivitě EGFR k defosforylaci a 
snížení aktivity guanylát cyklázy (NPR2), čímž se sníží koncentrace cGMP v kumulárních buňkách. K 
pomalejšímu snížení cGMP dochází přes pokles množství ligandu (CNP) a jeho mRNA (Nppc) pro 
NPR2. EGFR se také podílí na aktivaci MAPK1/3 a fosfoinositol-3-kinázy (PI3K), čímž se exprimuje 
gen HAS2, který je nezbytný pro tvorbu kyseliny hyaluronové, díky které expandují kumulární buňky. 
Rychlým výsledkem působení EGFR je spuštění Ras-Raf-MEK-MAPK dráhy, kterou dochází 
k fosforylaci aminokyselinových zbytků na konexinech (Cx43) a následně dochází ke snížení 
propustnosti mezerových spojů mezi kumulárními buňkami a oocytem. Snížení cGMP v oocytu dojde 
k přerušení inhibice fosfodiesterázy (PDE), která začne hydrolyzovat cAMP, čímž se sníží jeho 
množství v oocytu. Nižší množství cAMP má za následek pokles aktivity protein kinázy A (PKA), ta se 
podílí na snížení aktivity Wee1B a zvýšení aktivity CDC25B. Díky defosforylaci cyklin dependentní 
kinázy (Cdk1) v komplexu s cyklinem B, dojde k uvolnění MPF a následné obnově meiotického dělení. 
Vytvořeno na základě publikací  Wayne et al., 2007; Norris et al., 2010; Hsieh et al., 2011; Conti et 





5 Růstové faktory 
Gonadotropiny se značným způsobem podílejí na obnovení meiotického dělení. 
Přidáním růstových faktorů do kultivačního média se může podpořit další in vitro vývoj. 
5.1 FGF10 
Fibroblastový růstový faktor 10 (FGF10) je jedním z růstových faktorů, který se může 
podílet na zlepšení kultivačních podmínek. Přidáním FGF10 do kultivačního média došlo ke 
zvýšení počtu expandovaných kumulárních buněk na oocytech (K. Zhang et al., 2010), což 
může být způsobeno přijetím většího množství glukózy (Caixeta et al., 2013). Zlepšení 
kultivačních podmínek bylo viditelné i na tvorbě normálního jádra a tvaru dělícího vřeténka. 
FGF10 změnil expresi genů spojených s kvalitou embrya (K. Zhang et al., 2010). Exprimoval 
se gen HAS2, který je nezbytný pro syntézu kyseliny hyaluronové a je důležitý pro správnou 
expanzi kumulárních buněk. Počet oocytů s rozvolněným zárodečným váčkem se také zvýšil. 
Kultivací oocytů v médiu s FGF10 se zvýšil počet úspěšně kultivovaných embryí (K. Zhang 
et al., 2010; Son et al., 2017). FGF10 napomohlo zrání oocytu jaka (Pan et al., 2019), krávy 
(Diógenes et al., 2017a) i prasete a následně i vývoji embrya (Diógenes et al., 2017a; Son et 
al., 2017). Pozorováno bylo také rychlejší dělení blastocyst, které obsahovaly větší počet 
buněk, tudíž byly kvalitnější (K. Zhang et al., 2010; Son et al., 2017). 
FGF10 se primárně váže v granulózních buňkách na receptory FGFR1b a FGFR2b 
(Buratini et al., 2007; K. Zhang et al., 2010). Tyto receptory byly u buvola objeveny ve všech 
folikulárních stádiích a mRNA pro tyto receptory byla u buvola detekována v granulózních 
buňkách i v oocytu (Du et al., 2018). U skotu se transkripty pro FGFR1 nacházely především 
v kumulárních buňkách a transkripty FGFR2 v oocytu (K. Zhang et al., 2010; Castilho et al., 
2014). 
mRNA pro FGF10 byla nalezena ve všech stádiích folikulů u skotu a mRNA i protein 
byly objeveny jak v oocytu, tak v thekálních buňkách. FSH se podílelo na regulaci exprese 
FGF10 v thekálních buňkách, a zároveň množství FGF10 mRNA sloužilo jako ukazatel 
zdravých folikulů (Buratini et al., 2007).  
Během týdne po ovulaci u skotu dochází v reprodukčním traktu k expresi genu pro 
FGF10  (Tríbulo et al., 2018). FGF10 se může značně podílet na vývoji oocytu a kvalitě 




Gen pro FGF2 se nachází na chromozomu číslo 17 a jedná se o jednořetězcový 
polypeptid skládající se z 146 aminokyselin o celkové velikosti 18 kDa (Mor et al., 2018). Na 
genové úrovni FGF2 ovce vykazuje 100% sekvenční podobnost s FGF2 ze skotu, buvola, 
prasete, velblouda a koně. Transkript pro FGF2 se nejvíce vyskytoval v nezralých oocytech a 
po oplození se jeho koncentrace postupně snižovala až do stádia blastocysty. Zdá se, že FGF2 
hraje velkou roli při vývoji oocytu a časném embryonálním vývoji u ovce a skotu (Daniels et 
al., 2000; Mor et al., 2018). 
Mezidruhově může docházet k malým rozdílům v kódující sekvenci v genu FGF2, 
jelikož FGF2 ze skotu nepodpořil kultivaci buvolích oocytů. Předpokládá se, že malá změna 
v kódující sekvenci může značně ovlivnit vaznost na receptor FGF2R (Kumar et al., 2013). 
Pomocí RT-PCR bylo zjištěno, že mRNA pro FGF2 se vyskytuje v thekálních a 
granulózních buňkách od stádia antrálního folikulu. Zároveň se zjistilo, že mRNA je také 
detekovatelná jak v oocytu (Reineri et al., 2018), tak v blastocystách (Wang et al., 2009). 
Médium při in vitro kultivaci bylo obohaceno o FGF2 a z výsledků je patrné, že došlo 
ke zlepšení obnovy meiotického dělení a zvýšilo se procento oocytů ve stádiu GVBD. 
Potlačení apoptózy kumulárních buněk a zároveň jejich náročnější oddělení od oocytu značí 
kvalitnější extracelulární matrix, která může podpořit vývojové kompetence oocytu. FGF 
podpořilo kvalitu oocytů při in vitro zrání (Barros et al., 2019) a následný vývoj do stádia 
blastocysty (Fields et al., 2011). 
5.3 IGF-1 
Inzulinu podobný růstový faktor 1 (IGF-1) je důležitý růstový hormon 
zprostředkovávající anabolickou a mitogenní aktivitu růstového hormonu. Jedná se o malý 
peptid složený ze 70 aminokyselin s molekulární hmotností 7,6 kDa. Nejvyšší koncentrace 
mRNA IGF-1 byla u skotu detekována v kumulárních buňkách (Nuttinck et al., 2004).  
IGF-1 se váže na receptor IGF-1R, což je heterotetramer skládající se ze dvou α a β 
podjednotek. Podjednotka β obsahuje tyrozin kinázovou doménu, která je schopna receptor 
autofosforylovat. mRNA kódující receptor IGF-1R byla detekována jak v oocytu, tak 
v okolních kumulárních buňkách (Singh & Armstrong, 1997; Nuttinck et al., 2004). Během 
vývoje od nezralého prasečího oocytu až po blastocystu se po celou dobu vyskytovaly 
transkripty pro IGF-1R. Během zrání množství mRNA kódující IGF-1R klesalo do té doby, 
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než došlo k aktivaci embryonálního genomu ve stádiu 8-16 buněk. Následně byl pozorován 
větší nárůst mRNA ve stádiu blastocysty (Yaseen et al., 2001; Kim et al., 2005). 
 Přidáním IGF-1 do kultivačního média se více oocytů dostalo do MII fáze a následně 
byla po oplodnění zlepšena dělivá schopnost buvolích embryí a více oocytů dozrálo do stádia 
8-16 buněk, moruly (Purohit et al., 2005) a stádia blastocysty (Chandra et al., 2012). Některé 
studie zvýšený počet blastocyst nepotvrzují (Purohit et al., 2005).  
IGF-1 u skotu zvýšilo rychlost dělení embrya do stádia 8-16 buněk (Kaya et al., 2017) 
a následně se zvýšil počet buněk tvořících blastocystu u skotu (Velazquez et al., 2012). Na 
druhou stranu studie Zaraza et al. (2010) pozitivní vliv IGF-1 nepotvrdila. 
Přidáním 50 ng/ml IGF-1 se zvýšily vývojové kompetence prasečích oocytů, byla 
podpořena expanze kumulárních buněk (Singh & Armstrong, 1997) a bylo získáno více 
blastocyst s větším počtem buněk. Nejlepších výsledků bylo dosaženo po přidání IGF-1 
během prvních 48 hod kultivace nebo pokud se přidávalo během celého průběhu kultivace 
(Kim et al., 2005). 
IGF-1R může dále spouštět signální kaskádu pomocí PI3K, receptoru pro růstový 
faktor- vazebný protein 2 (Grb2), fosfotyrozin fosfatázu (Syp), onkogenní protein (Nck), Src 
homologní doména proteinu (Shc), serin threonin protein kinázu B (PKB/AKT), RAF, MAPK 
a tím regulovat buněčnou odpověď a proliferaci (Laron, 2001; Pavelić et al., 2007).  
5.4 LIF 
Leukémii bránící faktor (LIF) je glykoproteinový cytokin z rodiny IL-6, který je 
schopen navodit terminální diferenciaci buněk myeloidní leukemie na buňky makrofágů (Han 
et al., 1995). mRNA kódující LIF a jeho receptor, skládající se z gp130 a LIFR-β částí, byla 
detekována v kumulárních buňkách skotu (Eckert, 1998). 
Použitím LIF při kultivaci prasečího kumulárně oocytárního komplexu došlo 
k znatelnému nárůstu oocytů, které se nacházely v MII fázi. Oocyty, kultivované v LIF 
vykazovaly rychlejší vývoj blastocyst. Zároveň s tím se ukázalo, že jak v kumulárních 
buňkách, tak v oocytu se nacházejí transkripty pro LIF a jeho receptor a přenašeče signálu 
STAT3. Podíl fosforylované STAT3 se během kultivace v médiu s LIF značně zvýšil 
v kumulárních buňkách i v oocytu. Předpokládá se, že LIF během kultivace prasečích oocytů 
spouští STAT3 signální kaskádu, díky které může dojít ke zlepšení zrání oocytu. Přidáním LIF 
do kultivačního média se markantně zlepšilo zrání oocytů (Dang-Nguyen et al., 2014).  
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Přidáním LIF (25 ng/ml) do kultivačního média se u skotu zlepšilo jaderné zrání oocytů 
jak s kumulárními buňkami, tak i bez nich. Zvýšil se počet oocytů, které se dostaly do MII 
fáze a také se zlepšilo cytoplazmatické zrání oocytu (Mo et al., 2014). Po kultivaci oocytů 
s LIF došlo ke zvýšení počtu blastocyt (Neira et al., 2010) s větším počtem buněk. Pomocí 
western blotu bylo zjištěno, že LIF se podílí na fosforylaci MAPK1/3 a STAT3 (Mo et al., 
2014).  
Při kultivaci kozích oocytů s LIF a cysteinem bylo procento oocytů v MII fázi nejvyšší, 
zároveň došlo ke zlepšení oplodnění a rýhování. Samotným přidáním LIF do média se žádný 
z parametrů nezlepšil, ale následná kvalita blastocyst byla lepší (Ptak et al., 2006; An et al., 
2018). Zvýšená kvalita blastocyst mohla být způsobena přidáním cysteinu, který v médiu 
slouží jako antioxidační činidlo (An et al., 2018). U buvolích oocytů a preimplantačních 
embryích byla detekována mRNA kódující LIFR, což naznačuje, že LIF hraje významnou roli 
v dalším vývoji (Eswari et al., 2013). 
Na základě studie se nedoporučuje využívat LIF izolovaný z jednoho druhu na 
kultivaci oocytů druhu dalšího, jelikož zlepšení kultivačních výsledků nebylo pozorováno 




6 Kultivační médium „FLI“ 
Vylepšené kultivační médium, ve kterém by byla úspěšnost kultivace oocytů nejvyšší 
a zároveň s tím, aby se podpořil následný růst blastocyst, je možné sestavit z jichž zmíněných 
růstových faktorů.  
Neira et al. (2010) zjistili, že přidáním 50 ng/ml IGF-1, IGF-2, FGF2, TGF-β1 a GM-
CSF od každého faktoru k syntetické tekutině z vejcovodu, dojde ke zlepšení kultivačních 
podmínek pro oocyty skotu a následně i vývoj blastocyst a embryí. 
Přidáním mezenchymálních kmenových buněk do média dochází k produkci řady 
růstových faktorů (IGF-1, FGF2, LIF, TGF-β a VEGF), které mohou následně podpořit 
kultivaci oocytů. Kultivační médium pro buvolí oocyty, složené z 50% ze syntetické tekutiny 
z vejcovodu a z 50% z média obohaceného růstovými faktory mezenchymálních kmenových 
buněk, zvýšilo počet produkovaných blastocyst a následně i počet embryí při in vitro kultivaci 
(Bhardwaj et al., 2016). 
Asistované reprodukční technologie u savců se často potýkají s nedostatečnou kvalitou 
oocytů, které by mohli být použity k produkci kvalitních embryí. Chemicky definovaným 
kultivačním médiem „FLI“ obsahujícím IGF-1, FGF2 a LIF, se kultivací prasečích oocytů 
zlepšilo jaderné zrání oocytů, což umožnilo čtyřnásobně zvýšit efektivitu produkce geneticky 
modifikovaných prasat (Yuan et al., 2017).  
Tab. 1 Složení kultivačního média FLI. Převzato z Yuan et al. (2017) a upraveno. 
Složka  Zdroj Kontrolní 
médium 
FLI médium  
TCM 199  Gibco, Catalog no. 11150-059  -  -  
Glukóza Sigma, Catalog no. g7021  3.05 mM  3.05 mM  
Pyruvát sodný  Sigma, Catalog no. p4562  0.91 mM  0.91 mM  
Cystein Sigma, Catalog no. c7352  0.57 mM  0.57 mM  
EGF  Sigma, Catalog no. s4127  10 ng/ml  10 ng/ml  
LH  Sigma, Catalog no. L5269  0.5 μg/ml  0.5 μg/ml  
FSH  Sigma, Catalog no. F2293  10 ng/ml  10 ng/ml  
polyvinyl alkohol  Sigma, Catalog no. p8136  0.1 % w/v  0.1 % w/v  
lidský LIF  Millipore, Catalog no. LIF1050  0  20 ng/ml  
lidský IGF-1  Peprotech, Catalog no. CYT-022  0  20 ng/ml  
lidský FGF2  Vlastní zdroj  0  40 ng/ml  
 
Další obměnu média FLI vytvořil Lucas-Hahn et al. (2018) přidáním 10 IU hCG, 10 
IU/ml PMSG k již zmíněnému médiu. Větší množství kultivovaných prasečích oocytů dospělo 
do stádia blastocysty. Blastocysty, s větším počtem buněk, daly vzniknout většímu počtu 




Reprodukční trakt je stejně důležitý jako všechny ostatní orgánové soustavy. 
Fyziologie vaječníků je dokonale přizpůsobena pro uchovávání oocytů ve folikulech. 
Molekuly produkované oocytem a somatickými buňkami ve folikulu, regulují komplexní 
signální dráhy zadržující oocytu v profázi I. meiotického dělení. Po dosažení reprodukčního 
věku, gonadotropiny svým působením iniciují obnovu meiotického dělení oocytů a ovulace 
v pravidelných intervalech uvolňuje oocyty připravené k oplodnění.  
Při asistované reprodukci u hospodářských zvířat nejsou výsledky in vitro kultivace 
oocytů a jejich následného vývoje stále uspokojivé. Obohacením kultivačních médií o růstové 
hormony a cytokiny se zjistilo, že v adekvátní koncentraci napomáhají kultivaci oocytů a 
následně zlepšují kvalitu blastocyst. Přidáním kombinace FGF2, LIF a IGF-1 do doposud 
používaných médií vzniklo tzv. FLI médium. Využitím FLI média se prozatím dosáhlo vysoké 
úspěšnosti kultivace oocytů a následná kvalita blastocyst byla uspokojivá. 
Zdokonalení kultivačních médií pro zrání a fertilizaci oocytů in vitro se ukázalo být 
vhodným nástrojem pro zvýšení efektivity šlechtitelských programů a vyspělých 
biotechnologických metod, jako jsou klonování či produkce geneticky modifikovaných zvířat. 
Média zvyšující kvalitu kultivovaných oocytů by po přizpůsobení mohla být využita i při léčbě 
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